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RESUMO

As proteases representam a maior parcela de enzimas comercializadas no mundo e tém ampla
utilizacdo em setores industriais, como na producdo de alimentos, bebidas, detergentes, no
tratamento de couro e como agentes terapéuticos. Uma das formas para a obtencdo dessas
enzimas por processos de baixo custo é a utilizacdo de residuos alternativos oriundos da
agroindustria. Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia de residuos agroindustriais
como substrato indutor na producgdo de proteases e biomassa de Pleurotus albidus em cultivo
submerso. A cultura de P. albidus DPUA 1692, da Colecgéo de Culturas DPUA, foi reativada em
meio BDA e incubada a 25 °C sem luminosidade por oito dias. Os meios de cultivo utilizados na
fermentagcdo submersa foram extrato de farelo de arroz (FAr) e de farelo de acai (FAC) nas
concentragdes de 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L. Inicialmente foi realizada a definicéo
do volume do indculo, utilizando-se diferentes volumes de suspensao celular fermentacdo em
meio liquido. Para tanto, o pré-inéculo foi preparado em frascos Erlenmeyer (50 mL) contendo 6
mL do extrato aquoso dos residuos, separadamente, adicionado de micronutrientes, seguindo-se a
adicdo de uma aliquota de suspensdo de células obtida pela desintegracdo da biomassa do cultivo
em BDA nos frascos. A fermentacdo foi realizada sob agitagdo de 150 rpm a 25 °C por 2 dias e
apos esse periodo foi transferido para 90 mL de meio liquido idéntico ao utilizado no pré-in6culo
e mantido a 150 rpm a 25 °C por 5 dias. Ao término da fermentagdo as amostras obtidas foram
submetidas a filtracdo a vacuo em papel de filtro de peso conhecido para separacdo do extrato
bruto e quantificacdo da biomassa. Nos extratos brutos foram determinadas a atividade
proteolitica e proteinas totais. Os residuos utilizados foram analisados quanto a composicao
fisico-quimica. Em relacdo a composic¢do fisico-quimica dos residuos, farelo de arroz apresentou
0s maiores teores de umidade, cinzas, lipidios, nitrogénio, proteina e energia, enquanto em farelo
de acai houve predominancia de carboidratos. No que se refere a influéncia do tamanho do
inéculo, as maiores atividades (40,66 U/mL e 39,33 U/mL) foram determinadas quando se
utilizou 2 mL e 4 mL, respectivamente. Com relacdo a concentracdo de residuo, FAr
proporcionou as atividades especificas mais expressivas, determinando-se a maior atividade
(1496,31 U/mg) quando foram utilizados 20g/L deste residuo. P. albidus apresentou as maiores
taxas de crescimento em extrato de FAr, no qual a producdo de biomassa foi de 2 a 3 vezes maior
que em FAc. O maior valor de biomassa (737,3 mg/100mL ) foi obtido em FAr na concentragao
de 20g/L. Os resultados mostraram que P. abidus foi capaz de crescer e produzir proteases por
fermentacdo submersa utilizando como meio de cultura ndo convencional contendo extrato de
farelo de arroz de farelo de agai, suplementado com micronutrientes, destacando-se o farelo de
arroz como um substrato promissor tanto para o crescimento quanto para a producdo de
proteases.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de cogumelos comestiveis vem tomando maior importancia no Brasil devido
estudos cientificos demonstrarem o valor desses macrofungos para uso como alimento funcional
e fonte de compostos bioativos (LINDEQUIST et al., 2005).

Como fonte de biocompostos, os cogumelos em condi¢des adequadas de crescimento
produzem compostos bioativos, como enzimas, antimicrobianos, antioxidantes, entre outros
compostos de importancia para diversos setores industriais.

Mundialmente, o interesse por enzimas tem aumentado, principalmente pelas de
origem fungica, com destaque para pectinases, amilases, lipases e proteases que séo produzidas in
vitro por processos fermentativos, em meio liquido, semi-solido ou solido (GHORAI et al.,
2009). Entre as enzimas, as proteases representam a maior parcela (60%-65%) entre as
comercializadas e tém ampla utilizacdo na producdo de alimentos, bebidas, detergentes, no
tratamento de couro e como agentes terapéuticos (RAO et al., 1998; SINGH, 2009). As de origem
fangica, em especial, apresentam atividade enzimatica em uma larga faixa de pH e especificidade
pelo substrato (SABOTIC et al., 2007; RAO et al., 1998).

Entdo, como alternativa para reduzir o custo do processo de producdo, diversos
estudos tém sido desenvolvidos visando o aproveitamento de residuos da agroindUstria como
substratos para obtencdo de metabdlitos, inclusive das enzimas (ALEXANDRINO et al. 2007,
GRAMINHA et al.,2008; SILVA et al., 2009).

O uso de residuos organicos para desenvolvimento de bioprocessos estd associado a
disponibilidade regional, assim como, aos nutrientes que favorecem o desenvolvimento do
organismo de interesse para fins industriais. Por exemplo, na regido Norte ha a disponibilidade de
residuos provenientes do tratamento do arroz, principalmente no Estado de Roraima, na forma de

casca e farelo de arroz, este ultimo de baixo valor no comércio regional que esta sendo usado



como racdo para animais ou para outros fins. O fruto do acai é um alimento tradicional na regido
Norte, cujo consumo se expandiu para o sul do pais nas ultimas décadas (Menezes, 2005). A
oferta brasileira de acai esta concentrada na regido Norte, sendo que no ano de 2009 o Estado do
Amazonas foi  responsavel pela producdo de 1,576 toneladas de polpa
(CONAB, 2011).

Em funcdo da disponibilidade de residuos organicos na Amazoénia como fonte
alternativa de carbono e nitrogénio, além de outros nutrientes para a producdo de metabdlitos por
fungos, este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia de residuos agroindustriais como

substrato indutor na producdo de proteases por Pleurotus albidus em cultivo submerso.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Proteases

Os cogumelos sdo capazes de secretar uma diversidade de compostos bioativos, a
exemplo das enzimas que tém um papel importante na fisiologia desses fungos. A nutricdo desses
organismos deve-se principalmente a excrecdo de enzimas que transformam as macromoléculas
em substancias assimilaveis e posteriormente metabolizadas por eles (POUCHERET, FONS E
RAPIOR, 2006; SABOTIC et al., 2007). Em funcio dessa atividade as enzimas passaram a ser
utilizadas em processos biotecnoldgicos, dentre elas, as pectinases, celulases, amilases, xilanases
e proteases, ja estdo sendo utilizadas principalmente na industria de alimentos (GHORAI et al.
2009).

Embora as enzimas sejam produzidas por uma ampla variedade de outros seres vivos
como plantas, animais e bactérias, os fungos destacam-se, pois representam excelente fonte
desses compostos devido a ampla diversidade bioguimica, a susceptibilidade a manipulagédo
genética e a facilidade de producdo em larga escala. Além dessas vantagens, essas enzimas
apresentam quase todas as caracteristicas desejaveis para aplicaces biotecnoldgicas nos diversos
ramos industriais. (SERNA et al., 2006; RAO et al., 1998).

Segundo RAO et al. (1998) as proteases estdo entre 0s trés maiores grupos de enzimas
comercializadas, colaborando com cerca de 60% das vendas mundiais. As enzimas proteoliticas
catalizam a hidrélise de proteinas. As proteases fungicas sdo particularmente interessantes por
apresentam atividade em uma larga faixa de pH (4 a 11) e ampla especificidade pelo substrato.

Estas enzimas tém ampla variedade de aplica¢Ges na biotecnologia, principalmente na
industria de alimentos, de detergentes e couro, além de processos ecoldgicos de biorremediacao.
Também sdo utilizadas na alimentacdo animal, por melhorar a digestdo de cereais (GHORAI et

al. 2009).



As proteases flngicas acidas com pH 6timo entre 4 e 4,5 tém importancia na
fabricacdo do queijo, como alternativa a producéo tradicional de queijo a partir de quimosina a
qual é cara e a matéria prima é insuficiente para suprir a demanda (VASCONCELOS et al., 2004;
SILVA et al., 2009; RAO et al., 1998; FOLEGATTI, 1994).

Proteases com alta atividade e estabilidade em pH alcalino sdo interessantes para a
bioengenharia e aplicacdes biotecnoldgicas, sdo utilizadas principalmente na composicdo de
detergentes, em especial aquelas que apresentam alta atividade e estabilidade em pH elevados
(HADDAR et al. 2009).

SABOTIC et al. (2007) investigaram o potencial proteolitico de 43 basidiomicetos, as
espécies avaliadas apresentaram grande diversidade de proteases. As enzimas proteoliticas
produzidas pelos basidiomicetos foram asparticas, cisteino ou semelhantes a cisteino-proteases,
metaloproteases, serino-proteases, havendo prevaléncia deste Gltimo grupo. Os basidiomicetos
representam uma fonte ideal de novas proteases com caracteristicas potencialmente Unicas e
podem se firmar como valiosa fonte de proteases com aplicacdo em processos biotecnolégicos,
tornando-se importante a caracterizacdo de proteases de espécies selvagens de forma a revelar

suas caracteristicas Unicas e provaveis aplicacfes biotecnoldgicas.



2.2 Género Pleurotus

O género Pleurotus (Jacq.: Fr.) Kumm € um grupo de cogumelos cosmopolitas com
alto valor nutricional, propriedades terapéuticas e diversas aplicacdes ecologicas e
biotecnoldgicas. As espécies deste género, a exemplo de P. ostreatus (Figura 1) sdo comestiveis e
saborosas, encontradas principalmente em zonas temperadas, caracterizadas por ter esporada
branca, lamelas decurrentes, geralmente com estipe excéntrico (LECHNER, WRIGHT E

ALBERTO, 2004).
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Figura 1- Basidiomas de P. ostreatus

Na natureza os Pleurotus sdo encontrados geralmente em madeira morta, mas também
sobre arvores e galhos caidos. Varios substratos ricos em lignina e celulose podem ser utilizados
no cultivo desses cogumelos, como lascas de madeira, milho, trigo, palha de arroz, talos de
algodao, cascas e outros residuos agricolas, muitos dos quais podem ser posteriormente utilizados
na alimentacdo de animais ou no preparo de outros produtos. A principal vantagem de utilizar

espécies de Pleurotus no tratamento de residuos lignocelulésicos é a degradacdo seletiva de



lignina e hemiceluloses, como resultado, a celulose é exposta e pode ser utilizada por ruminantes

(COHEN, PERSKY E HADAR, 2002).

como alimento e fontes de compostos de importancia industrial:

Na tabela 1 apresentam alguns representantes do género Pleurotus citados na literatura

Espécie Biocomposto Fonte

P. ostreatus Antioxidante YANG et al. (2002)

P. florida Antiinflamatdrio JOSE et al. (2004)

P. eryngii Lacase MUNOZ et al. (1997)

P. ostreatus Lacase TLECUITL-BERISTAIN et al.
(2008)

P. eryngii Manganés peroxidase MARTINEZ et al. (2004)

P. sajor-caju Manganés peroxidase e lacase FU, YU, BUSWELL (2006)

P. ostreatus Polissacarideo (antitumoral) WASSER E WEIS (1999)

P. citrinopileatus Polissacarideo (antitumoral) WASSER E WEIS (1999)

P. pulmonarius Polissacarideo (antitumoral) WASSER E WEIS (1999)

P. ostreatus Proteases SABOTIC et al. (2007)

Tabela 1- Espécies de Pleurotus produtoras de biocompostos

Recentemente LECHNER E ALBERTO (2011) avaliaram o crescimento de 5

espécies de Pleurotus linhagens de ocorréncia na Argentina em substratos a base de serragem e

palha de trigo. Nesse estudo foram considerados a eficiéncia bioldgica e outros parametros

morfolégicos importantes na produgdo de cogumelos comestiveis, como tamanho do pileo e do

estipe. P. albidus apresentou uma das maiores eficiéncias bioldgicas ja observadas em espécies

de Pleurotus cultivados em outros substratos. Devido ao alto rendimento e boa qualidade dos

cogumelos produzidos os autores sugerem P. albidus como uma nova espécie para cultivo

industrial em larga escala.



P. albidus, espécie que ainda estd pouco estudada, tem como caracteristica
macromorfoldgica pileo circular, com didmetro de 30 a 170 mm, infundibuliforme, glabro, cor
branca a creme, as vezes apresenta cor marrom proéximo ao encontro do estipe, margem inteira a
crenada, fina, geralmente encurvada. As lamelas sdo decurrentes e brancas, estipe branco,
geralmente curvado ascendentemente, ocasionalmente com pélos na base. Esporada branca a
creme. Encontrado em troncos caidos, raramente em arvores vivas (LECHNER, WRIGHT E
ALBERTO, 2004). A espécie ja foi relatada para o México (MORENO-FUENTES E
BAUTISTA-NAVA, 2006), Argentina (LECHNER, WRIGHT E ALBERTO, 2004) e Brasil

(PUTZKE, 2002).

(2¥z3nd Jief 02180|0d1W OlIBCIDH :93U0H)

Figura 2- Basidioma de P. albidus

2.3 Fermentacao Submersa

Este bioprocesso tem como caracteristica a utilizacdo de um meio fermentativo
liquido formulado com nutrientes solGveis adequados para o desenvolvimento de micro ou macro

organismos (PINHEIRO, 2006).
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A técnica de fermentacdo submersa possui relativa facilidade de cultivo em grande
escala, ja que garante homogeneidade do meio e facilidade no controle dos parametros fisico-
quimicos do processo (pH, temperatura, oxigenacdo e fornecimento de nutrientes), além da
facilidade de recuperagio dos biocompostos (COUTO E SANROMAN, 2006).

No entanto, a viabilidade econdmica da utilizacdo fermentacdo submersa frente a
fermentacdo semi-sélida € questionada, uma vez que os meios de fermentacdo normalmente
apresentam um alto custo (PINHEIRO, 2006).

A fermentacdo submersa vem sendo utilizada no cultivo micelial de macrofungos em
diversos estudos, como forma de obter metabdlitos bioativos, biomassa, aminoacidos, enzimas e
exopolissacarideos (FANG E ZHONG, 2002; KURBANOGLU, ALGUR E ZULKADIR, 2004;
WU et al. 2004; KIM et al, 2005; ZANOTELLI, KIM et al., 2005; TLECUITL-

BERISTAIN,2008; LI, LI E LIU, 2008; ELISASHVILI et al. 2008).

2.4 Residuos agroindustriais x cogumelos

A investigacdo da fisiologia e propriedades bioquimicas é um pré-requisito para a
criacdo de tecnologias para gestdo de residuos. Estas tecnolégicas sdo orientadas tanto para a
producdo de enzimas, biomassa de cogumelos rica em proteinas, assim como para utilizacdo de
residuos lignocelulésicos, visto que os basidiomicetos sdo colonizadores de madeira e residuo
vegetal, especialmente os agentes da podriddo branca os quais sdo capazes de hidrolisar celulose,
as substancias pécticas e também oxidar a lignina (BIS’KO et al, 2001).

A utilizacdo de residuos agroindustriais ou agroflorestais nos processos de
fermentacao tem sido freqliente como forma de utilizagdo da biomassa organica para obtengéo de
produtos com alto valor agregado, como alcool e enzimas pela agdo microbiana, no

desenvolvimento de um alimento enriquecido para animais, producédo de cogumelos comestiveis,
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entre outras aplicacdes (SILVA, MACHUCA E MILAGRES, 2005; COUTO E SANROMAN,
2006; ALEXANDRINO et al. 2007; GRAMINHA et al.,2008; SILVA et al., 2009).

Diversos residuos, principalmente aqueles provenientes da industria de alimentos,
responsavel pela geracdo de grande volume de biomassa vegetal, podem ser utilizados em
bioprocessos, com a vantagem de terem valor reduzido ou nulo. Desta forma ha minimizacéo dos
impactos ambientais, obtendo-se produtos de alto valor comercial com matéria-prima de baixo
custo (PANDEY et. al., 2000; PELIZER, PONTIERI E MORAES, 2007).

Vérios autores tém investigados tais residuos quanto seu aproveitamento como
substratos em processos fermentativos para obtencdo de enzimas fungicas; WANG E YEH
(2006) selecionaram a casca de camardo como residuo promissor para a producdo de protease,
quitosanase e biofertilizantes; PARANTHAMAN, ALAGUSUNDARAM E INDHUMATHI
utilizaram fragmentos de arroz, residuos da producdo de arroz, como substrato para producdo de
proteases por Aspergillus niger em fermentacdo semi-sélida. SONGULASHVILI et al. 2006
avaliaram a atividade das enzimas lacase e manganés peroxidase de oito linhagens de
basidiomicetos em fermentacdo submersa a utilizando os substratos lignocelul6sicos casca de
tangerina e residuos da produgdo de etanol, selecionando as espécies Ganoderma lucidum e

Phellinus robustus como produtores promissores de enzimas lignoceluloliticas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Subcultivo de Pleurotus albidus em meio sélido

Para obtencdo de culturas viaveis e puras, P. albidus DPUA 1692, da Colecdo de
Culturas DPUA (Departamento de Parasitologia da Universidade do Amazonas) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) foi reativado em agar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura
0,5% (p/v) em placas de Petri medindo 90 x 15 mm. Os cultivos foram mantidos a 25° C na
auséncia de luminosidade, observando-se o crescimento a cada 24 horas.

A cultura utilizada como pré-indculo foi cultivada em placas de Petri (55 x 15 mm)
contendo BDA e mantidas a 25 °C na auséncia de luminosidade. Apds completa colonizacao do
meio de cultura sélido, a massa micelial do macrofungo foi utilizada nos experimentos

fermentativos.

3.2 Fermentacdo submersa
3.2.1 Preparacdo do meio de cultivo

Os residuos agroindustriais utilizados foram farelo de arroz (FAr) e semente de acai
(FAc), obtidos na empresa Arroz Acostumado/RR e no comércio local do municipio de
Manaus/AM respectivamente. O farelo de arroz e a semente de agai foram submetidos a
desidratacdo a 60 °C em estufa de ar forcada por aproximadamente 10 horas. ApGs esse processo
a semente de acai foi triturada em processador automatico para obtencédo do farelo e os substratos
foram armazenados em embalagens plasticas devidamente higienizadas.

De cada residuo foram utilizados 20g, 40g, 60g, 80g e 100g, separadamente,
submetidos ao cozimento em 1L de &gua de torneira por 10 minutos. Apds este tratamento as
amostras foram filtradas em tecido de algoddo esterilizado e os extratos obtidos utilizados na

fermentacao submersa.
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3.2.2. Efeito do volume do inoculo

Com a finalidade de verificar o volume do indculo ideal para a producdo de proteases
P. albidus foi cultivado em frascos Erlenmeyer (50 mL) com o seguinte meio de cultura: extrato
aquoso de farelo de arroz [20 g/L (item 3.2.1)], acrescido de extrato de levedura (5g/L), FeSOa
(0,01g/L), MgS04.7H20 (0,5¢/L) e KH2PO4 (0,05g/L). O pH do meio foi aferido para 5,6, com
solucéo de HCI 1M e em seguida submetido a esterilizacdo a 121 °C por 12 minutos.

A biomassa de P. albidus obtida em duas placas de Petri (item 3.1) foi adicionada em
100 mL de agua destilada esterilizada para desintegracdo em um triturador modelo LAR.2 e
diferentes volumes dessa suspensdo celular (0,5 - 1,0 - 2,0 — 4,0 — 8,0 e 12 mL) foram
transferidos para os frascos contendo 10 mL do meio de cultivo. O cultivo em meio liquido foi
conduzido a 25 °C, a 150 rpm, em agitador orbital (Certomat MO). Apds 48 horas todo o volume
foi adicionado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de meio liquido. A

fermentacdo foi realizada a 25 °C, a 150 rpm por 5 dias.

3.2.3 Determinacdo da influéncia da concentracdo dos residuos na producdo de proteases em
meio liquido

Para determinacdo da concentracdo promissora de um substrato orgénico para a
producdo de proteases por P. albidus, a fermentagdo foi realizada utilizando-se os extratos
aquosos (item 3.2.1), adicionados de: extrato de levedura (5g/L), FeSOa (0,01g/L), MgSQO4.7H20
(0,5g/L) e KH2PO4 (0,05¢/L). O pH dos meios foi aferido para 5,6, com solucdo de HCI 1M e
esterilizados a 121 °C por 12 minutos. Apés resfriamento, cada frasco Erlenmeyer de 50 mL
contendo 6 mL de meio liquido foi inoculado com 4 mL da suspensdo celular (item 3.2.2), a
fermentacdo foi conduzida nas mesmas condicGes citadas no item 3.2.2. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.
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Apds término do processo fermentativo o extrato bruto foi recuperado por filtracdo a
vacuo em papel de filtro com peso conhecido e a biomassa lavada trés vezes em agua destilada,
seguindo-se a desidratacdo a 50 °C até peso constante para determinacdo do crescimento do

cogumelo (Dong e Yao, 2005).

3.4. Métodos analiticos
3.4.1 Determinacéo da atividade proteolitica

A partir dos extratos obtidos da fermentacdo submersa a atividade proteolitica foi
determinada segundo Leighton et al. (1973). Aliquotas de 0,25 mL de azocaseina 1,0% (p/v)
(Sigma, St. Luis, MO USA), em tampédo Tris-HCL, pH 7,2 0,2 M foram adicionados a 0,15 mL
do extrato enzimatico e a mistura reacional incubada a 25 °C por uma hora em camara escura. Em
seguida, foram adicionados 1,2 mL de &cido tricloroacético 10% (p/v) e as amostras
centrifugadas a 4 °C, 10.000 rpm por 15 minutos. Do sobrenadante foram retirados 0,8 mL e
homogeneizados com 1,4 mL de NaOH 1M. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida
como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na absorvancia de 0,01 em 1 hora a

440 nm e expressa em U/mL.

3.4.2 Determinacdo de proteinas totais
A determinacdo de proteinas totais foi realizada segundo a metodologia descrita por

Bradford (1976).
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3.5 Composicao centesimal dos residuos

A determinacdo dos conteudos de proteina bruta, lipidios, minerais, da fracdo de
cinzas, carboidratos totais e umidade dos residuos utilizados foi realizada segundo os métodos
descritos pela A.O.A.C. (2005).
3.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados conforme estatistica descritiva utilizando-se o

programa Microsoft/Excell 2000, segundo Callegari-Jaques (2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Composicao centesimal dos residuos

Os conteudos de umidade, cinzas, lipidios, proteina, fibras, carboidratos e energia dos
residuos estdo apresentados no quadro 2. Dos substratos analisados, o farelo de arroz contém os
maiores teores de umidade (9,24%), cinzas (9,14%), lipidios (19,41%), nitrogénio (2,77%),
proteina (17,37%) e energia (423,35 Kcal) quando comparado aos valores do farelo de acai,
substrato no qual houve predominéncia de carboidratos (91,97%). Como citado por Papagianni
(2004) os residuos possuem potencial como substrato para o desenvolvimento de fungos em
processos visando obtencdo de metabolitos priméarios e secundarios por constituirem fontes de
nutrientes essenciais para estes organismos como carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, além

de micronutrientes.

Parametro Residuos
(9/100g de produto) ~Farelo de Farelo de
Acai Arroz
Umidade 0,79 9,24
Cinzas 1,68 9,14
Lipidios 1,68 19,41
Nitrogénio 1,25 2,77
Proteina (N x 6,25) 7,85 17,37
Fibra 2,10 2,07
Carboidratos 85,90 44,84
Energia (kcal) 398,53 423,35

TABELA 2 - Composi¢éo centesimal dos residuos agroflorestais utilizados nos experimentos
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4.2. Fermentacao Submersa
4.2.1 Efeito do volume do in6culo

Os resultados referentes a determinacdo da influéncia do volume do inoculo na
producdo de proteases por fermentacdo em meio liquido estdo apresentados no grafico 1. Os
valores do pH do extrato bruto ficaram entre 5,5 e 5,6. Quanto as proteases, os valores de
atividade aumentaram em ordem crescente, registrando-se os maximos valores (40,66 U/mL e
39,33 U/mL) com in6culo de 4 mL e 2 mL de suspenséo celular, respectivamente. A medida que
se aumentou o volume do inéculo houve decréscimo de 7,31% e 29,51 %, respectivamente com
méaximos volumes de inoculo (4 mL e 12 mL). Além de outros fatores (luminosidade,
oxigenacdo, temperatura e nutrientes) que comprometem a producdo de metabdlitos por
microrganismos, a densidade do indculo (ou o tamanho do inoculo) também contribui de forma

positiva ou negativa no crescimento e na producéo de enzimas (Fang; Tang; Zhong, 2002).

45 - - 6,0
~ 40 - [0
= - 5.0 ,_
= 35 45 © —a—Proteases (U/mL)
E’ 30 - - 4.0 E ——pH extrato bruto
Z 55 S35 2
- =
= - 30 =
a 20 - L 25 %
= 15 | L {U =2
= =
= 15 o
s s %
< 5 - 05
0 T T T T T U.U

Volume do moéculo (mL)

GRAFICO 1 — Atividade proteolitica do extrato bruto de P. albidus utilizando-se diferentes volumes de

in6culo



18

4.2.2 Atividade especifica de proteases

No gréfico 2 esta representada a atividade especifica de proteases de P. albidus quando se
avaliou diferentes concentracbes de FAc e FAr na fermentagdo submersa. Para ambos os
substratos a maior atividade especifica [1496,31 U/mg (FAr) e 989,9 U/mg (FAc)] foi
determinada em 20 g/L. Todavia, os valores expressivos de atividade especifica predominaram
em FAr em todas as concentragdes, sendo de 0,65% a 33,89% maiores em relacdo ao FAc. Dessa
forma, entre esses substratos a maior eficiéncia foi encontrada em FAr na concentracdo de 20
g/L.

1800 -+

1600 -

1400 - m FAC

1200 4 M FAr
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -
0 - T T T T T
20 40 60 80 100

Concentracdo (g/L)

Atividade especifica{U/mg)

Grafico 2 — Atividade especifica de proteases do extrato bruto de P. albidus obtido por fermentacédo

submersa sob influéncia de diferentes concentracGes de residuos

Buswell e Chang (1994) avaliaram o crescimento e a producdo de proteases de seis

espécies de cogumelos (Lycophyllum shimeji M-46, Tricholoma lobayense T-2, Morcella elata
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M-26, Pleurotus sajor-caju PI-27, Coriolus versicolor e Volvariella volvacea) em cultivo
submerso utilizando residuo de soja na formulacdo do meio. A fermentacdo foi conduzida
durante sete dias a temperatura ambiente e a atividade proteolitica foi monitorada diariamente. Os
resultados mostraram que todas as espécies excretaram proteases, contudo dentre as espécies
analisadas V. volvaceae e T. lobayense apresentaram os maiores valores de atividade enzimatica.
Além disso, o tempo de cultivo foi pardmetro importante na producdo dessas enzimas,
verificando-se aumento exponencial da atividade proteolitica durante o periodo de fermentacao,
exibindo méaxima atividade no 7° dia de cultivo. Apesar da relevancia e importancia desse
trabalho, considerando o fato dos autores terem utilizado residuo agroindustrial como meio de
cultivo para a producdo de proteases fica dificil estabelecer critérios de comparacdo com o
presente trabalho tendo em vista o referido trabalho ndo expressou a atividade proteolitica em
termos de atividade especifica.

Chauhan e Gupta (2004) reportam que ndo ha um meio de cultivo definido para a
producdo de proteases, pois cada organismo apresenta uma exigéncia nutricional diferente para
excretar tais enzimas. Sabe-se também que a habilidade dos fungos em excretar essas enzimas
ndo estd apenas relacionada a composi¢cdo do meio de cultivo, mas também o genétipo da
linhagem produtora e das condicGes de cultivo utilizadas, tais como a duracdo do tempo de

cultivo, pH inicial do meio, freqiiéncia de agitacdo, dentre outros (Dunaevsky et al, 2006).

4.2.3 Crescimento de P. albidus

Como observado na figura 3 P. albidus apresentou as maiores taxas de crescimento em
extrato de FAr e a producédo de biomassa foi de 2 a 3 vezes maior nesse meio quando comparado
ao extrato de FAc. Em ambos extratos a produtividade de biomassa foi crescente

proporcionalmente a concentracdo do residuo até a concentracdo de 80 g/L apresentando uma
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sutil reducdo na biomassa na concentracdo de 100g/L, evidenciando que altas concentracdes
podem inibir o crescimento do fungo. Resultado semelhante foi observado por Kurbanoglu et al.
(2004) ao se avaliar o crescimento micelial de Agaricus bisporus em fermentacdo submersa
utilizando hidrolisado de chifre de carneiro, a producdo de biomassa decaiu em concentracdes
maiores desse residuo concluindo-se que o efeito inibitério pode sido resultante da presenca de

cations na parede celular e materiais toxicos no hidrolisado de chifre de carneiro.
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GRAFICO 3 — Biomassa de P. albidus obtida em fermentacdo submersa sob influéncia de diferentes

concentragdes de residuos

A concentracdo ideal de farelo de arroz para producdo de biomassa foi 80g/L obtendo-se
737,3 mg/100mL de biomassa seca nesta condicdo, ja na concentracdo de 100g/L houve uma

reducdo de 4,06% na producdo de biomassa. Jung et al (2003) analisaram o efeito de extratos de
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frutas (macd, péra e péssego) no crescimento micelial de P. ostreatus em cultivo submerso
durante 10 dias de cultivo em temperatura ambiente. Esses autores evidenciaram que dentre as
frutas analisadas o extrato de péssego proporcionou o melhor crescimento micelial de P.
ostreatus. A concentracdo de cada uma das frutas na composicao do meio de cultivo foi testada e
o0s resultados obtidos mostraram que as concentracdes Otimas de extratos de maca, péra e péssego

foram de 5,0 %, 3,0% e 5,0%, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

e Os farelos de arroz e de acai oriundos da Amazonia sdo substratos nutricionais em
potencial e podem ser utilizados como fonte alternativa para o cultivo de P. albidus;

e O tipo e a concentracdo do residuo influenciam tanto no crescimento quanto na
producdo de proteases de P. albidus;

e P. albidus é capaz de crescer em meio liquido formulado com farelo de arroz e de
acai, contudo produz maior biomassa em meio contendo farelo de arroz;

e A utilizacdo do farelo de arroz favorece a excrecdo de enzimas proteoliticas de P.

albidus em cultivo submerso.
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